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平成26年度富山大学研究医養成プログラム 
修了報告
巻頭言
 富山大学大学院教育部長・医学部長　村口　篤
　平成２６年度の研究医養成プログラム終了報告書をとりまとめました。今回は第一期生の修了認定者の報告
書です。医学部を取り巻く環境は激変しており，卒業生の殆どは臨床に進み専門医を目指すようになりまし
た。その結果，大学院に進む卒業生が激減し，また卒後，基礎医学を目指す医学生は全国的に皆無になりつ
つあり，基礎医学および我が国の医学研究が崩壊する危惧が表面化してきました。
　このような背景で，学部のうちから学生の研究心を醸成させ，将来，基礎医学や臨床医学研究の柱となる
人材を育成することを目的として，全国の医学部で，「研究医養成プログラム」を導入する大学が増加して
います。全国でトップを切ったのは，岡山大学医学部です。富山大学医学部も平成２３年に研究医養成プログ
ラムを導入しました。立ち上げから，第 1 期生の修了認定に至る経緯について紹介いたします。
プログラムの立ち上げ
　平成２３年11月２４日に大学院医学薬学教育部医学系部会において，「大学院定員充足の方策について」につ
いて審議があり，その中で，「研究医養成コース」として学部学生を対象とした新たなコースを設けること，
その修了要件は，①最低 ３ 年間以上履修すること，②学会発表等の一定の成果を必要とすること，でした。
また，平成２３年度の開始を目指すこと，運用面についてはさらに詰めていくことが了承されました。
第 １ 期生の募集
　平成２３年1２月２２日に，当時医学科 ３ 年次生に対し，大学院教務委員長の二階堂教授から，①研究医養成プ
ログラムを新たに設けること，②修了要件については検討中であるが，所属講座で研究活動を継続し，一定
の研究成果を上げることが要件となる予定であることを説明しました。平成２３年1２月２６日から平成２４年 ３ 月
２ 日の間で受講申し込みを受け付け，２６名の申込みがありました。
修了要件の制定
　田村委員長を中心に修了要件について検討が為され，平成２４年1０月２４日の医学科運営会議において，「研
究医養成プログラムの修了要件に関する申合せ」について，審議・了承されました。本申し合わせが了承さ
れたことを受け，田村委員長から本プログラムの履修者等にその周知を順次行いました。
修了認定について
　第 1 期の本プログラム履修者が卒業期を迎えるにあたり，研究医養成プログラム実行委員会で修了認定に
向けた審査手順等を確認し，研究医養成プログラム実行委員会の下に組織された修了認定評価委員会が学内
外での発表状況や論文内容，指導教員からの推薦等を踏まえて審査し，審査の結果，学籍番号：1０６５００６３　
布村　晴香他1０名を本プログラム修了者として医学科運営会議に附議することとしました。平成２7年 ２ 月２7
日の医学科運営会議において，11名の修了を認定致しました。
修了報告書について
　本書に掲載されている報告書にあるように，修了者の研究レベルは非常に高く，当初の医学研究心を醸成
するという目的は十分達成できたと思われます。彼らが，将来，大学院に入学し，卒後は基礎系に進み基礎
研究を継続する，あるいは臨床系に進み臨床研究に貢献することを期待しております。

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PDGF β 受容体欠損アストロサイトの機能の解析
布村　晴香　病態病理学講座（指導：笹原　正清教授）
はじめに
　血小板由来増殖因子（plateletderivedgrowth
factor,PDGF）は当初，間葉系細胞のmitogenとし
て同定されたが，我々は神経保護作用を併せ持つこ
とを 報 告 してきた（Iiharaetal.,199４and199６;
Ishiietal.,２００６;Zhengetal., ２０1０）。我々は，生
後タモキシフェン投与により全身性にPDGFβ受容
体（PDGFR-β）のconditionalknockoutを 誘 導 する
マウスに中大脳動脈閉塞による脳梗塞を施し，病変
がコントロールマウスより大きく，さらに修復にお
ける血管の成熟が遅延すること，アストロサイトに
よるグリア瘢痕形成が遅延することを報告した
（Shenetal.,２０1２）。 上 記 の 動 物 実 験 に て，
PDGFR-βノックアウトアストロサイトには，増 殖
や遊走などの機能に障害があるのではないかと考え
られた。 これを 検 証 するために， 本 研 究 は
PDGFR-βを欠損させた培養アストロサイトを用い，
増殖能と遊走能を評価した。また，中枢神経におい
て脳梗塞などの急性神経細胞死およびアルツハイ
マー病などの慢性神経細胞死の原因となる酸化スト
レスに対し，アストロサイトは抗酸化作用を発揮
し，神経細胞を保護する。アストロサイトの抗酸化
作用についても検討した。
材料とおよび方法
　PDGFR-β遺伝子のexon ４ - 7 の両側にloxPシー
クエンスを挿入したマウス（PDGFR-βflox/flox）と，
ER-TMCre ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス（Cre-
ERTM+/−）との交配によって得られるCre-ERTM+/
−PDGFR-βflox/floxマウスを用いた。コントロールと
して同腹仔Cre-ERTM−/−PDGFR-βflox/floxマウスを
用 いた。Cre-ERTM+/−PDGFR-βflox/floxマウスより
採 取 したアストロサイトに 1 μM ４ OH-タモキシ
フェン（TMX）を４8時間培養液に加えることによ
り，PDGFR-βknockoutを誘導した。以下はβKO
と記す。Cre-ERTM−/−PDGFR-βflox/floxマウスより
採 取 したアストロサイトに 同 様 に 1 μM ４ OH-
TMXを 加 え，コントロールのアストロサイトとし
た。以下はβFLと記す。
結　果
1 ．PDGFR-β蛋白質とmRNAの発現解析による
KOの確認
　WesternblotによるPDGFR-β蛋白質の発現は，β
FLアストロサイトでは明瞭に認められたが，βKO
では 殆 ど 検 出 できない 程 度 にまで 減 少 した。
PDGFR-α蛋白質の発現はβFLとβKOで同様に認め
られ，PDGFR-βKOの影響はないことを確認した。
βKOアストロサイトのPDGFR-βmRNA発現は，β
FLの２9.8%まで減少した。PDGFR-αのmRNA発現
にはβKOとβFLで有意差は見られなかった。
２ ．増殖能の検討
　DMEM/F1２ に1０%FBSまたは５０ng/mlPDGF-
AAあるいはPDGF-BBを加えた培養液にてアスト
ロサイトの増殖を比較検討した。βFLとβKOにて
いずれも 低 細 胞 密 度 培 養（５００cells/ml） では
PDGF-AAが，高細胞密度培養（５,０００cells/ml）で
はFBSが最もアストロサイトの増殖能を増加させ
た。低細胞密度（５００cells/ml）で培養した場合は，
FBS，PDGF-AA,PDGF-BB投与下のすべてにおい
てβKOの増殖能はβFLより著明に低下した。高細
胞密度（５,０００cells/ml）で培養すると，有意差はあ
るもののその差は縮小した。
３ ．遊走能の検討
　高密度培養ではβFLとβKOの増殖能の差は縮小
することがわかったので，アストロサイトを 1 ×
1０５cell/mlで撒き，増殖能による差が反映されない
よう配慮してwoundclosureassayを行った。βFL
アストロサイトは7２時間でwoundがほぼ閉じたが，
βKOは7２時間では隙間が残存した。βKOアストロ
サイトの遊走能の低下が示された。
４ ．過酸化水素分解能の解析
　アストロサイトには，神経細胞に酸化ストレスを
もたらす 活 性 酸 素 種（Reactiveoxygenspecies，
ROS）を分解し，神経細胞を保護する作用がある
（Fernandez-Fernandezetal.,２０1２）。ROSの 一 つ
である過酸化水素の分解能をβFLとβKOアストロ
サイトにて比較検討した。５０μMの過酸化水素で
28 Toyama Medical Journal　Vol. 28　No. 1 　2017
は，PDGF-AAとPDGF-BB投与下の両方で，βKO
の過酸化水素はβFLに比して有意に多く残存した。
1００μMの過酸化水素では，PDGF-AA投与では有
意差は見られなかったが，PDGF-BB投与下でβKO
の過酸化水素はβFLに比して有意に多く残存した。
５ ．抗酸化物質還元型グルタチオンの定量
　還元型グルタチオンは，過酸化水素などのROSを
分解する抗酸化物質の一つである。DMEM/F1２に
1０%FBSまたは，５０ng/mLPDGF-BBを加えた条件
下で培養したアストロサイトから還元型グルタチオ
ンを定量した。FBS投与では有意差は見られなかっ
たが，PDGF-AA，PDGF-BB投 与 では，βFLと 比
較してβKOの還元型グルタチオンの有意な減少が
認められた。
考　察
　アストロサイトには，脳の傷害後に損傷部位を被
包し病変の拡散を抑制する作用，およびグルタチオ
ン等の還元酵素により酸化ストレス物質を減少させ
ることにより，神経細胞を保護する作用がある。本
研 究 では，PDGFR-βノックアウトにより，アスト
ロサイトの病変被包能に重要と考えられる遊走能と
増殖能の減少が観察された。さらに，PDGFR-βノッ
クアウトにより，アストロサイトの抗酸化作用の低
下も認められた。我々はこれまでに，PDGFR-βは，
神経細胞に発現しPI ３ K/Aktに代表される生存シ
グ ナ リ ン グ を 増 強 さ せ る こ と（Zhengetal.,
２０1０），血管周皮細胞に発現し脳傷害後修復反応時
において血管成熟作用を促進すること（Shenetal.,
２０1２）を報告してきた。本研究により，PDGFR-β
はアストロサイトに発現し，増殖，遊走，抗酸化作
用を増強させることが新たに示唆された。我々は脳
梗塞後にPDGF-βの発現が増加することを過去に報
告 した（Iiharaetal.,199４）。梗 塞 後 に 増 加 した
PDGF-βは，アストロサイトに発現するPDGFR-βを
活性化し，増殖，遊走，抗酸化作用を増強させるこ
とにより，脳保護作用を発揮する可能性が考えられ
る。そのシグナリングの解明については今後の検討
課題である。
ヒト肝癌細胞株におけるトロンビン受容体の発現とトロンビン刺激 
による血液凝固関連因子産生機序の研究
吉田　聡　臨床分子病態検査学講座（指導：北島　勲教授）
はじめに
　トロンビンはフィブリノゲンをフィブリンに加水
分解する反応を触媒するだけでなく，血小板活性化
や組織因子（Tissuefactor;TF），プラスミノゲンア
クチベーターインヒビター1（plasminogenactivator
inhibitor- 1 ，PAI- 1 ）の血液凝固関連因子の発現
誘導を介して凝固反応を促進する。この応答には，
ト ロ ン ビ ン 受 容 体 で あ るprotease- activated
receptor（PAR）を介することが明らかにされてい
る。PARはプロテアーゼで活性化される七回膜貫
通型G蛋白共役受容体で，PAR- 1 ，PAR- ２ ，PAR-
３ ，PAR- ４ の ４ つのサブタイプが存在し，このう
ちヒト・トロンビンで活性化されるのはPAR- 1 と
PAR- ４ である。トロンビンはPARの細胞外N末端
を切断し，露出した新たなN末端がリガンドとなっ
て受容体細胞外第 ２ ループに結合することで構造変
化が起こり活性化される1）。PARは血管内皮細胞や
平滑筋細胞を含め全身の臓器・組織で発現が認めら
れる他，がん細胞でも発現の報告が散見されるが，
その意義については明らかになっていない。そこ
で，血液凝固因子を産生する細胞である肝細胞に着
目し，その癌化に伴うPARの発現とトロンビン刺
激による血液凝固関連因子の産生機序を明らかにす
ることを目的に本研究を行った。
材料および方法
　ヒト肝癌細胞株HepG ２ とHuh 7 は３7℃， ５ %CO２
条件下で培養した。培養液にはウシ胎児血清（FBS）
1０%，ペニシリン1００U/mL，ストレプトマイシン
1００U/mLを 含 むDulbecco’s modified Eagle’s
medium（DMEM）を使用した。PAR- 1 mRNAの
発現は定量的RT−PCR（プライマー :センス ５ ’-
TTTGAATTCATGGGGCCGCGGCGGCTGCTGC
TG- ３ ’，アンチセンス ５ ’-TTTCTCGAGAGTTA
ACAGCTTTTTGTATATGCT- ３ ’）， PAR- ４ 
mRNAの発現は定量的RT-PCR（プライマー :セン
ス ５ ’-TTTGAATTCATGTGGGGGGCGACTGCT
CCTG- ３ ’アンチセンス ５ ’-TTTCTCGAGCTGGA
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GCAAAGAGGAGTGGGGT- ３ ’），PAR- 1 蛋白質発
現はPAR- 1 特異的抗体（R&BSystems,米国）を用
い，蛍光組織免疫染色法とウエスタンブロット法に
て解析した。HepG ２ とHuh 7 にトロンビン（牛血漿）
を添加し，刺激前後におけるTF発現をセンス ５ ’-
CCCAAACCCGTCAATCAAGTC- ３ ’，アンチセンス
５ ’-CCAAGTACGTCTGCTTCACAT- ３ ’，PAI- 1
発現をセンス５ ’-ACCGCAACGTGGTTTTCTCA- ３ ’，
アンチセンス５ ’-TTGAATCCCATAGCTGCTTGAAT
- ３ ’をプライマーにして定量的PCRで解析した。さ
らに細胞を不可逆的トロンビン阻害剤PPACKで３０
分間前処理した後，トロンビン（２０U/mL）刺激
後 ２ 時間におけるTF，PAI- 1 発現を各抗体を用い
て解析した。
結　果
　肝がん細胞株HepG ２ 細胞とHuh 7 細胞は，RT-
PCRにてPAR- 1 とPAR- ４ mRNAをともに 無 刺 激
の状態でも発現していることを確認した。また，ウ
エスタンブロット法により，PAR- 1 とPAR- ４ のタ
ンパク質産生も確認した。さらに，免疫染色法によ
り，両細胞とも細胞質および細胞膜に局在すること
を明らかにした。ウエスタンブロット法ではHuh 7
細胞に比べてHepG ２ 細胞の蛋白質発現量が多く，
免疫染色においても，HepG ２ 細胞ではPAR- 1 が細
胞質，細胞膜に強く発現しており，ウエスタンブ
ロット法による結果と一致していた。
　次に，培養上清中にトロンビン（０，５,1０,５０U/ml）
を添加し ２ 時間刺激したところ，TF，PAI- 1 とも
に，mRNAの発現量がトロンビン濃度依存的に有
意に増加（1０U/mlトロンビン刺激でTFmRNA発
現は ２ 倍増加，PAI- 1 mRNA発現は1.５倍増加，５０
U/mlトロンビン刺激でTFmRNA発現は ４ 倍増加，
PAI- 1 mRNA発 現 は ６ 倍 増 加） した。 また，
PPACK（ 1 μM）で前処理後（３０分間），トロンビ
ン（２０U/ml）刺激 ２ 時間後トロンビンによるTFお
よびPAI- 1 mRNA発現量の増加が抑制されること
（TF：３５％発現減少，PAI- 1 ：３8％発現減少）を
認めた。
考　察
　肝がん細胞株HepG ２ 細胞とHuh 7 細胞において，
トロンビン受容体PAR- 1 とPAR- ４ はともに発現し
ていることが 明 らかになった。PAR- 1 は，N末 側
の細胞外ドメインにトロンビン結合部位を有するた
め，他のプロテアーゼよりトロンビンで強く活性化
が生じる。一方，PAR- ４ はヒルジン様ドメインを
欠いており，活性化にはPAR- 1 やPAR- ３ の約1０倍
濃度のトロンビンを要することが知られている。
PAR- ３ はPAR- ４ のコファクターとして作用し，細
胞内シグナル伝達には直接関わらないことが報告さ
れている２）。PAR-l遺伝子導入による発現誘導は，
がんの浸潤や転移性の亢進に関連し，Kakaralaet
al.３）はPAR- 1 が発がんの標的になることを報告し
た。以上より，PAR- 1 発現量と肝がん細胞の悪性
度との関連性も推定されるため，ヒトの肝がん組織
におけるPAR- 1 発現の検討を計画している。
　肝臓組織では第Ⅷ因子を始めとする血液凝固因子
を産生するが，今回の検討により，肝がん細胞にお
いて主に血管内皮細胞や血管平滑筋など肝細胞以外
の組織で発現が高いとされるTFとPAI- 1 のトロン
ビン刺激による産生亢進が認められた。TFは第Ⅶ
因子との複合体を形成し外因系凝固反応の律速段階
を調整するため，その発現誘導は最終的にトロンビ
ン産生に関与する。また，PAI- 1 は線溶反応の中
核を担う組織プラスノゲン活性化因子を中和して抑
制する。すなわち，PAI- 1 発現亢進は線溶反応を
抑制して生体内の凝固能を亢進する。本研究では，
トロンビン阻害剤PPACKはトロンビンの作用を部
分的ではあるが阻害して，TFとPAI-Iの発現を抑制
することを示した。PPACKは，分子量５２４の低分子
化合物でプロゲラチナーゼAのトロンビン活性を選
択的かつ不可逆的に阻害する作用が知られてい
る４）。がん患者における血液凝固亢進状態の抑制に，
直接的かつ特異的にトロンビン自体のプロテアーゼ
活性を阻害することが有効であることが推定された。
文　献
1 ）Cottrell GS., Coelho AM., Bunnett NW.:
Protease-activatedreceptors: theroleofcell-
surface proteolysis in signalling. Essays
Biochem.3８:1６9-8３,２００２.
２ ）Nakanishi-MatsuiM.,ZhengYW.,SulcinerDJ.,
WeissEJ.，LudemanMJ.，CoughlinSR.,etal.:
PAR ３  isacofactor forPAR ４ activationby
thrombin.Nature.404:６０9-1３,２０００.
３ ）Kakara la  KK. ,  Jami l  K . :  Screening of
phytochemicals against protease activated
receptor 1  (PAR 1 ), apromising target for
cancer. J.Recept.SignalTransduct.Res. 9 :
1-２０,２０1４.
４ ）KereiakesDJ.,LorenzT.,YoungJJ.，Kukielka
G.,MuellerMN.，Nanniazzi-Alaimo L.，
PhillipsDR.:Differential effects of citrate
versusPPACKanticoagulationonmeasured
platelet inhibitionbyabciximab，eptifibatide
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and tirofiban. J.Thromb.Thrombolysis.12: 1２３-7,２００1.
ラット海馬歯状回in vivo LTPにおける再固定化過程
榎本　洸　生化学講座（指導：井ノ口　馨教授）
　音に代表される条件刺激（conditionedstimulus,
CS）とフットショックに代表される無条件刺激
（unconditionedstimulus，US）による学習成立後，
CSの再提示により記憶を想起させ，タンパク合成
阻害薬であるanisomycinを投与すると記憶が想起
できなかったことから，記憶が想起されるとき記憶
は一度不安定になり，タンパク合成を必要とする再
固定化というプロセスを経て，再び記憶が保持され
ると考えられた。その後様々な動物種においても同
様 の 現 象 が 確 認 された。 海 馬 スライスでは
anisomycinにより再固定化が阻害されることがわ
かっているが，シナプス・細胞レベルでの再固定化
のメカニズムは未だ解明されていない。本研究では
再固定化のプロセスを電気生理学的に解明するた
め，ラットの貫通線維に刺激電極，海馬歯状回に記
録電極，脳室にカニューラを固定し，自由行動下in
vivoLTPシステム（高頻度刺激により長期的に集
合spikeを増強させるシステム）を使用したシナプ
ス・細胞レベルでの再固定化のモデルを研究に用い
た。
　本研究では高頻度刺激によるLTP誘導直後に
anisomycinを脳室投与し，使用する実験系において
LTP保持がanisomycinにより阻害されることを確
認した。その後LTP保持に再びタンパク合成を必要
とする再活性化条件が存在するかを調べた。また，
再固定化過程を誘導する再活性化条件を用いて
NMDA受容体阻害薬CPP，anisomycin，PBSまた
はsalineを投与し，再固定化への影響を調べた。
　０.1Hzによる再刺激直後にanisomycinを脳室投与
すると ２ 日後においてanisomycin群とPBS群に有意
差がみられた。また， ２ 日後においてanisomycin群
と再刺激なし＋anisomycin群の間に有意差がみら
れた。０.1Hzによる再刺激はその後のLTP保持にタ
ンパク合成を必要とすることがわかった。 8 Hzに
よる再刺激直後にanisomycinを脳室投与すると 1
日後， ２ 日後， ３ 日後いずれにおいてもanisomycin
群 とPBS群 の 間 に 有 意 差 がみられた。 また，
anisomycin群と再刺激なし＋anisomycin群の間に
1 日後， ２ 日後， ３ 日後いずれにおいても有意差が
みられた。 8 Hzによる再刺激はその後のLTP保持
にタンパク合成を必要とすることがわかった。２００
Hzと４００Hzによる再刺激直後にanisomycinを脳室
投与すると， 1 日後， ２ 日後， ３ 日後のいずれにお
いてもPBS群との間に有意差はみられず，２００Hzと
４００Hzは再固定化を誘導しないことがわかった。
再固定化に最も有効な刺激頻度は 8 Hzであった。
anisomycin群と再刺激なし＋anisomycin群の間で
有意差があり，PBS群と再刺激なし＋anisomycin群
の間に有意差がなかったことは再活性化条件下での
みLTP保持にタンパク合成が必要であることを示
している。 8 Hzによる再刺激を用いた本研究の実
験系は再固定化のシナプスモデルとして有用である
ことがわかった。
　次に，我々の作成したシナプス・細胞レベルの再
固定化のモデルが記憶の再固定化と同じメカニズム
であるかを調べるために，グルタミン酸受容体の 1
つであるNMDA受容体に対する拮抗薬CPPが再固
定化に与える影響を調べた。LTP誘導後，最も再活
性化に有効であった 8 Hzによる再刺激を行い，直
後にCPP，saline，CPP＋anisomycinを脳室投与し
た。 1 日後， ２ 日後， ３ 日後に集合spikeを測定す
ると，再刺激 ２ 日後にCPP群とsaline群の間に有意
差がみられた。また，CPP群と再刺激なし＋CPP群
の間にも有意差がみられた。 8 Hzによる再活性化
後LTPを保持するにはNMDA受容体が必要である
ことがわかった。さらに，CPP＋anisomycin群 は
saline群と 1 日後， ２ 日後， ３ 日後において有意差
がみられ， 8 Hzによる再活性化後のanisomycinに
よるLTP保持の阻害はCPPにより阻害されず，CPP
は不安定化を阻害していないことがわかった。
　ラットにおいて学習の際に観察され，θ波に分類
される 8 Hzが再固定化に有効であったことは生体
内において再固定化にθ波が重要な役割を持ってい
ることが示唆される。今後さらに再固定化に必要な
メカニズムが解明されると，記憶の想起が関与する
PostTraumaticStressDisorder（PTSD）の治療に
つながることが期待できる。
　本研究成果は次の論文として公表済みである。
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Okubo-Suzukietal.,Frequency-specificstimulations
inducereconsolidationof longtermpotentiation in
freelymovingrats.Molecular Brain,9:３６(２０1６)
A lognormal recurrent network model for burst generation during 
hippocampal sharp waves
大村　佳之　生化学講座（指導：井ノ口　馨教授）
　神経細胞間のシグナルのやり取りの場はシナプス
であるが，そのシグナル伝達効率は非常にバラエ
ティに富んでいる。例えば大脳皮質では，興奮性シ
ナプス 後 電 位（excitatorypostsynapticpotential:
EPSP）は０.０1mVから1０mVまで伝達効率の高
いシナプスと低いシナプスの間には1０３倍もの違い
がある。脳のシナプスは，シグナル伝達には寄与し
ないくらいの弱いものが大多数で，伝達効率の高い
ものはごく少数であることが近年明らかにされた
が，その分布は歪度の大きな対数正規分布でよく記
述される。さらに，個々の神経細胞の発火頻度だけ
でなく，バーストの頻度や強度，神経細胞間の同期
発火など，脳の神経活動の様々な現象がこのような
対数正規分布で記述されることがこの 1 〜 ２ 年の間
に明らかにされた。そして現在この対数正規的な性
質は，脳のあらゆる領域において普遍的な性質であ
ることも明らかにされてきている。コンピュータを
使った理論的研究から，発火頻度が対数正規分布に
従うモデルは提唱されていた。しかし何故バースト
や同期発火などその他の様々な神経活動までも，同
じ対数正規分布の統計性に従った振る舞いをするの
かはこれまで明らかにされていない。神経活動の統
計性は，脳の情報処理の原理を解き明かすための重
要事項であり，この統計的性質が担う機能的役割や
その起源を調べることは脳科学の重要なテーマであ
る。そこで我々はこれら対数正規性の起源と機能を
調べるために，これまで多くの研究がなされ，機能
的にも解剖学的にもよく調べられている海馬に着目
してコンピュータを用いた理論的研究を行った。海
馬CA 1 ，CA ３ の対数正規分布に従う神経活動の多
くは，恐らくシグナルの上流に位置するCA ３ に端
を発しているだろうという仮説のもと，シナプス強
度を対数正規分布させたCA ３ リカレントネット
ワークの神経回路モデルを構築した。海馬の神経細
胞は低頻度発火でありながらバースト発火の性質を
有しており，この性質を表現するための細胞の数理
モデルとして“Multi-timescaleadaptivethreshold
(MAT)neuronmodel”を採用した。我々のモデル
は現実のCA ３ で見られる低頻度発火かつ高頻度
バーストの状態をよく再現しており，神経細胞の発
火頻度だけでなく，従来の数理モデルでは説明でき
なかったバースト発火や同期発火などの対数正規性
を自然に導いた。従って我々の結果は，脳の様々な
神経活動の統計性が神経回路の骨格であるシナプス
の対数正規性を反映していることを直接示してい
る。さらに，我々はこのような神経回路をバースト
発火が複数の神経細胞を介しながら，効率よく効果
的 に 伝 搬 していくことを 発 見 した。Sharpwave
ripple（SWR）は外界からの刺激が少なくなる睡眠
中 に 高 頻 度 で 起 こ る 神 経 細 胞 の 同 期 発 火
（populationburst）であり，記憶の固定化や想起
に重要な働きを担う重要な現象であるが，CA ３ 細
胞集団の瞬間的な同期発火がSWR生成のトリガー
になっていると考えられている。我々のモデルにお
いて，神経細胞のバースト発火は神経回路内の興奮
性入力と抑制性入力のひずみから生成され，一度生
成されたバースト発火は複数の神経細胞間を介しな
がら伝搬して多集団を瞬間的に同期発火させる。海
馬SWRの生成や，エピソード記憶の表出における
メカニズムの一つの可能性を提示する。
　本研究成果は次の論文として公表済みである。
Omura et al.,A lognormal recurrent network
model forburstgenerationduringhippocampal
shartpwaves. J. Neurosci., ３５(４３), 1４５8５-1４６０1
(２０1５)
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抑制療法中の性器ヘルペス患者から分離された単純ヘルペス 2 型の 
TK塩基配列および薬剤耐性
粥川　貴文　ウィルス学講座（指導：白木　公康教授）
はじめに
　単 純 ヘルペスウイルス ２ 型（herpessimplex
virus- ２ ，HSV- ２ ）に感染した患者（４５名）を，そ
の治療状況によって未治療群（pre），アシクロビル
（aciclovir，ACV）によって最低一回の治療を受け
た間欠的治療群（episodic），ほぼ毎日ACVの投与
を行っている再発抑制群（suppressive）に分け，
それぞれのウイルス力価を平均して比較した結果，
３ 群に大きな違いが見られなかった。これにより
ACVを用いた治療を重ねる事により薬剤抵抗性を
持つ変異が起きる可能性が低いことが明らかになっ
た。suppressive群の中に 1 名だけウイルス力価が
非常に高く，再発を繰り返す患者が見られたためウ
イルスを分離した。
　単 純 ヘルペスウイルス（HSV）は，そのゲノム
のUL２３ 遺 伝 子 にチミジンキナーゼ（thymidine
kinase，TK）をコードしている。TKはヌクレオチ
ド代謝に働く酵素であり，チミジンの一リン酸化を
触媒する。ACVはチミジンと同じくTKによって一
リン酸化の後，三リン酸化され，ウイルスのDNA
合成を阻害する。治療の障害となりうるACV耐性
HSVは主にTKの変異に起因して出現すると考えら
れる。
目　的
　再発抑制療法中にも関わらず再発を繰り返す性器
ヘルペス患者から分離した，HSV- ２ のTKの塩基配
列の決定，および薬剤感受性試験を行い，各株の
TKのアミノ酸配列における変異と薬剤耐性との相
関を検討する。
材料とおよび方法
　東京慈恵会医大病院にて再発抑制療法中の性器ヘ
ルペス患者一名から得られた塗沫検体を，ACV1０
μg/ml存在下で培養し，得られた ６ 個のプラーク
から ６ つのウイルス（ 1 〜 ６ ）をクローニングした。
　それぞれのウイルス 株 について，TKをコードす
る領域であるUL２３のcodingDNAsequence（cds）
を含む配列をPCRによって増幅し，塩基配列を決定
した。
　各 株 について，アシクロビル（ACV），ペンシ
クロビル（penciclovir，PCV），イドクスウリジン
（idoxuridine，IDU）を用い，プラークアッセイ法
による薬剤耐性試験によって５０%阻害濃度（half
maximalinhibitoryconcentration，IC５０）を決定し
た。
結　果
　分離株 ６ 株中の内 ５ 株（ 1 ， ２ ， ３ ， ４ ， ６ ）は
ACV及びPCVに対し比較的高いIC５０を示し，その内
の ２ 株（ 1 ， ６ ）は加えてIDUに対しても非常に高
いIC５０を示した。
　分離株 ６ 株のUL２３における塩基配列を決定し，
それぞれの株にポイントミューテーションが存在す
ることを確認した。感受性が顕著に低下した株（ 1 ，
２ ， ３ ， ４ ， ６ ）は，UL２３ 中 のデオキシチミジン
に結合する領域上にポイントミューテーションが，
さらに 1 と ６ の株には加えてフレームシフトによる
ナンセンス変異が起きていることを確認した。
考　察
　UL２３cdsにおいて，Gstretchと 呼 ばれるグアニ
ンが ４ 個以上連続する領域で起こっている変異の頻
度と，それ以外の領域において起こっている変異の
頻度を，フィッシャーの直接確率計算法によって検
討 した。前 者 は 後 者 と 比 べ 有 意 に 高 く（p=
０.０２1５），Gstretchがホットスポットであることが
示唆された。
　ACVによってHSVのDNA合 成 が 阻 害 されるの
は，ACV三リン酸がデオキシグアノシン三リン酸
の代わりに取り込まれ，DNA鎖伸長が停止するた
めである。しかし，この場合でもHSVの保有する
DNA合成酵素が持つ校正能力によって，DNA鎖に
とりこまれたACVが除去され，DNA鎖伸長が再開
することがある。この校正によるACVの除去およ
びDNA鎖伸長の再開が，Gstretchにおいて頻発す
るため，正常な数のグアニンを持つDNA鎖を合成
しにくいホットスポットとなると考えられる。　
　分離株のアミノ酸配列から， ２ ， ３ ， ４ の株にお
ける特有のアミノ酸変異はデオキシチミジンに結合
する領域上の1６４番目のアルギニンがグルタミンに
置換（R1６４Q）したものであり，TKの酵素活性は
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保持したまま，ヌクレオチドに対する感受性が変化
したTK変異により，ACVやPCVに対して耐性と
なったと考えられた。
　一方， 1 と ６ の株はUL２３遺伝子内でフレームシ
フトが生じており，TKの酵素活性自体を失ったTK
欠損により，各種薬剤に対しての薬剤耐性化を獲得
したものと思われた。
NRAS変異を有する自己免疫性リンパ増殖症候群様疾患の １ 例
窪川　芽衣　小児科学講座（指導：足立　雄一教授）
はじめに
　自己免疫性リンパ増殖症候群（Autoimmue
lymphoproliferativesyndrome，ALPS） は Fas を
介するアポトーシス経路の異常により，リンパ球の
ホメオスタシスに異常をきたす疾患である。遷延す
る慢性リンパ増殖および doublenegativeT（DNT）
細胞の増加によって臨床診断される。原因遺伝子の
ほとんどは FAS 遺伝子の生殖細胞（ALPS-FAS）
または体細胞変異（ALPS-sFAS）であるが，一部
FASLG ならびに CASP10 変異によることが知られ
ている。今回臨床的に典型的な ALPS でありなが
ら上記遺伝子変異が同定されなかった症例において
全エキソームシークエンスを行ったところ，本邦初
の NRAS 体細胞変異が同定されたので報告する。
症例　5 か月，女児
現病歴　咳嗽，発熱，哺乳量低下，活気不良の
ため近医を受診した。血液検査で汎血球減少
な ら び に 肝 機 能 障 害 を 認 め，hemophagocytic
lymphohistiocytosis 疑いで Y 病院に紹介となった。
既往歴・家族歴　第一子。特記すべきことなし。
現症　身長 64㎝，体重 6,830g，体温 39.4℃，血圧
90/49mmHg，心拍 160/ 分，呼吸数 57/ 分。
胸部　両肺野に呼気性喘鳴を聴取。陥没呼吸なし。
腹部　肝を 3㎝，脾を 3㎝触知。
皮膚　両上肢に点状出血斑散在。
検 査 所 見　WBC2,700/ μ L，Hb10.8g/dL，Plt
1.4 万/ μ L，AST410IU/L，ALT111IU/L,LDH
2909IU/L，CRP0.44mg/dL，Ferritin12122mg/
dL，尿中β 2MG5,539μ g/L，FDP-E867ng/mL,
IgG2013mg/dL。
経過　デキサメサゾン，シクロスポリン投与にて速
やかに解熱し，プレドニゾロン内服にて退院となっ
た。しかしプレドニゾロン減量に伴い，血小板減少
を認め，肝脾腫は持続し，高 IgG 血症にも気づか
れたため，ALPS が疑われ当科に検査依頼があった。
検査結果
　リンパ球サブセットにて DNT 細胞は 6.5％と増
加し，臨床症状と考え併せ，ALPS と診断した。し
かし活性化 T 細胞における抗 FAS 抗体刺激による
アポトーシスは正常であり，ALPS-FAS は否定的
であった。FAS 遺伝子のほか，FASLG と CASP10
遺伝子変異も同定されなかった。純化した DNT 細
胞におけるFAS遺伝子解析でも変異は認められず，
ALPS-sFAS も否定的であった。そこで全エキソー
ムシークエンスを行ったところ，NRAS（G13D）
変異が同定された。両親には同変異は同定されなか
った。患児の血液細胞では 50：50 のモザイクが認
められ，口腔粘膜，毛髪，爪では部位によってモザ
イクの割合が異なっていた。
まとめ
　本邦初の NRAS 体細胞変異による ALPS 様
疾患と診断した。しかし従来の NRAS あるいは
KRAS 変異による ALPS 様疾患（RAS-associated
autoimmune leukoproliferativedisorder，RALD）
では DNT 細胞の増加は報告されておらず，自験
例では血清 IL-10 の増加も認められ，RALD より
ALPS に近いものと思われた。
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性器ヘルペス患者から分離された単純ヘルペスウイルス 2 型における 
TKの変異および薬剤耐性
丹内　秀典ウイルス学講座（指導：白木　公康教授）
はじめに
　単 純 ヘルペスウイルス ２ 型（herpessimplex
virus- ２ ，HSV- ２ ） 単 純 ヘルペスウイルス ２ 型
（HSV- ２ ）による性器ヘルペスの治療にはアシク
ロビル（aciclovir，ACV） アシクロビル（ACV）
などが用いられているが，ACV耐性HSV- ２ の出現
が治療上の問題となり得る。HSV- ２ のACV耐性は
主 にチミジンキナーゼ（thymidinekinase，TK）
の変異に起因し，これまでに数多くの薬剤抵抗性変
異が報告されている。しかし，同一の患者中に複数
種類のACV耐性HSV- ２ クローンが存在することに
ついての検討例はない。
　本研究では，同一の患者の性器ヘルペスから複数
のACV耐性HSV- ２ クローンを分離し，それぞれの
ウイルスクローンについて，TKの遺伝子型の決定
および薬剤耐性との相関を検討した。さらに，性器
ヘルペス患者の各治療グループ（ACV治療前，
ACV治療後再発，ACV抑制療法中）において，患
者中における耐性ウイルスの存在割合を調べ，耐性
ウイルスがACVによる治療に対し，どの程度障害
となりうるか検討した。
材料と方法
1 ．ACV耐性ウイルス数の検出
　ACV感受性の変化は，患者中におけるウイルス
の約半分が耐性ウイルスに置き換わるまで検出が困
難である。そこで，東京慈恵会医科大学附属病院，
帝京大学医学部附属溝口病院，宮本町中央診療所に
てACV治療を受けている患者（ACV治療前：n=
２３，ACV治療後再発：n=1６，ACV抑制療法中：n
=11）から 得 られた 検 体 に 含 まれるウイルス1０４
PFUをVero細胞に感染させ，ACV1０mg/ml存在
下で培養した際のプラーク数を調べた。
２ ．ACV耐性ウイルスクローンの遺伝子変異の解
析
　上述の方法で得られたプラークからACV耐性ウ
イルスクローンを得た。それぞれのウイルスクロー
ンについて，TKのコードされた領域（UL２３）の塩
基配列を解析し，その変異について検討した。
３ ． 分 離 ウ イ ル ス の 感 受 性（halfmaximal
inhibitoryconcentration;IC５０）測定
　それぞれのウイルス1００PFUを直径 ６ cmシャー
レのVero細胞に感染させ，プラーク数が５０％に減
少するACV濃度をIC５０とし，薬剤感受性を評価し
た。
結果と考察
　ACV耐性ウイルスクローンについて，UL２３の塩
基配列を標準株HG５２のものと比較したところ，一
名の患者中に最大で 7 種類のクローンが存在してい
た。それぞれの耐性株はアミノ酸置換のみを持つも
の，およびアミノ酸置換とフレームシフトの両方を
持つものがあった。フレームシフトはグアニンが連
続しているGストレッチ配列で起こっており，グア
ノシン誘導体であるACVによって誘導される変異
であると 考 えられた。また，得 られたウイルスク
ローンにおけるACVのIC５０ は，約1０〜４０mg/mlと
いう値を示した。フレームシフトを持つものについ
ては，翻訳の上流で変異を持つものほど高いIC５０を
示す傾向が見られた。
　各治療段階の患者のもつウイルス粒子1０４PFUに
おける，ACV1０mg/ml存在下にてプラークを形成
した耐性ウイルスクローンの個数は，ACV治療前
のグループで平均11.５６±17.71個，治療後再発した
グループで平均５.４６±４.３３個，ACV抑制療法中のグ
ループで平均1３.６9±３０.６1個であった。ACV治療の
どの段階においても耐性ウイルスの割合は０.５%未満
であり，グループ間に有意差は見られなかった（p
=０.３9）。また，各治療グループ（ACV治療前，治
療後再発，ACV抑制療法中）の患者の検体におけ
るACVの感受性について検討したところ，IC５０の値
は平均でそれぞれ０.４４±０.1４，０.４8±０.19，０.５7±０.２４
mg/mlであった。どのグループにおいてもACV感
受性は有意差を認めず（p=０.０9），IC５０の値はACV
感受性株の値と同程度であった。このことから，治
療のどの段階においても患者中に占めるHSV- ２ の
大半はACV感受性であり，耐性ウイルスの存在は
ACVによる治療にほとんど影響しないことが考え
られた。
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まとめ
　同一の患者から複数種類のACV耐性HSV- ２ ク
ローンを 分 離 することができ，それぞれについて
TKの遺伝子型およびACV耐性を検討した。
　ACV治 療 の 各 グループにおける 患 者 において
ACV耐性ウイルスの存在割合は小さく，ACV感受
性ウイルスが大部分を占めていた。また，治療の各
グループ間でIC５０値の有意な変化は見られなかった。
　198５年にわが国でACVによる治療が開始された
が，頻繁にACV治療が行われる性器ヘルペス患者
や再発抑制療法患者においても分離検体中の耐性ウ
イルス数は増加しておらず，HSV- ２ のACVによる
薬剤耐性獲得は治療上の問題とはなりにくいと考え
られた。
The liver in itai-itai disease (chronic cadmium poisoning): Pathological 
features and metallothionein expression
馬場　逸人　病理診断学講座（指導：井村　穣二教授）
　Cadmiumisahighlyhepatotoxicheavymetal，
which iswidelydispersed in the environment.
Acute cadmiumhepatotoxicity has beenwell
studied inexperimentalanimals;however,effects
ofprolongedexposure tocadmiumdoseson the
liver remain unclear. In the present study, to
evaluate chronic cadmiumhepatotoxicity，we
examined specimens from cases of itai- itai
disease，themostsevereformofchroniccadmium
poisoning.Wecompared89casesofitai-itaidisease
with ２7 control  cases to assess cadmium
concentration in organs.We also examined 8０
casesof itai-itaidiseaseand7０controlcases for
histopathological evaluation. In addition, we
p e r f o rm e d  immun o h i s t o c h em i s t r y  f o r
metallothionein，which binds and detoxifies
cadmium.Hepatic cadmiumconcentrationwas
higher thancadmiumconcentration inall other
organsmeasured in the itai-itaidiseasegroup，
while it was second highest following renal
concentrationinthecontrolgroup.Intheliverin
theitai-itaidiseasegroup,fibrosiswasobservedat
asignificantlyhigherratethanthatinthecontrol
group.Metallothioneinexpressionwassignificantly
higher in the itai-itaidiseasegroup than in the
controlgroup.Prolongedexposuretolowdosesof
cadmium leads to high hepatic accumulation,
which can thencause fibrosis; however, it also
causeshighexpressionofmetallothionein that is
thoughttoreducecadmiumhepatotoxicity.
PDGF-β受容体欠損神経幹細胞の多分化能の検討
浜田　さおり　病態病理学講座（指導：笹原　正清教授）
はじめに
　成熟哺乳類脳の側脳室下域（以下subventricular
zone，SVZ）と海馬歯状回顆粒細胞下域では生後も
神経細胞新生が続くことは，脳虚血や神経変性疾患
等の治療に道を開くものとして注目されている。加
えて，血小板由来増殖因子受容体-β（以下platelet
derivedgrowthfactor-β，PDGFR-β）が神経細胞
新生や生存に関与することを示唆する知見が蓄積さ
れつつある。我々は以前の研究でPDGFR-βの発現
を抑制した神経幹細胞/前駆細胞（以下Neural
stem/progenitorcells，NSPCs）を解析し，自己
増殖能について，増殖能が減少し，細胞死が増加す
ることを報告した。PDGFリガンドによる神経細胞
への分化促進作用は，PDGFR-β依存性経路を活性
化させる機序を取っている可能性があり，この可能
性を検証すべく，NSPCsの多分化能に関して，
PDGFR-βの存在の有無により，有意な違いを呈す
るかを神経特異的PDGFR-βノックアウトマウスよ
り分離したNSPCsとコントロールマウスより分離
したNSPCsを比較することで検討した。
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実　験
　PDGFR-β遺伝子のExon ４ 〜 7 領域をLoxP配列
で挟んだ塩基配列を持つフロックマウス（以下
flox，FL）をコントロールマウスとし，このコント
ロールマウスと，Nestinpromotor/enhancer遺 伝
子の下流にCrerecombinaseをコードする遺伝子を
挿入したNestin-Creマウスを高交配させることに
よって，Nestin発現神経上皮細胞由来細胞における
PDGFR-βの発現が抑制させたノックアウトマウス
（以下knockout，KO）を用意し，FLとKOの ２ つ
のジェノタイプに 関 して，SVZより，生 後 1 日 目
（以下，P 1 ）と生後２8日目（以下，P２8）に採取し，
接着・分化させ合計 ４ 群のNSPCsについて以下の
実験を施行した。
①どのマウスにPDGFR-βが発現しているのかを調
べるために，qRT-PCRでPDGFR-β のmRNA発 現
量を測定した。
②どのマウスにPDGFR-βに親和性・特異性が高
く，かつ神経細胞への分化を促進するPDGF-BBが
発 現 しているのかを 調 べるために，qRT-PCRで
PDGF-BBのmRNA発現量を測定した。
③どのマウスのNSPCsがより神経細胞に分化する
のかを調べるために，qRT-PCRで神経特異的な
マーカーのmRNA発現量を測定し，さらに，免疫
組織化学で神経特異的マーカー陽性細胞の割合を測
定した。
結　果
　実験①において，同じ日齢のFLと比較してKO
は，P 1 ，P２8 のいずれにおいても，PDGFR-β の
mRNAの発現が抑制された。同じジェノタイプの
P 1 と 比 較 してP２8はFL，KOのいずれにおいても
PDGFR-βのmRNAの発現が抑制された。PDGFR-
αのmRNA発現量に関しては ４ 群間で有意差を認
めなかった。実験②において，同じ日齢のFLと比
較 してKOは，P 1 ，P２8 のいずれにおいても，
PDGF-A，B，C，DのmRNA発現量に関して有意
差を認めなかった。同じジェノタイプのP 1 と比較
してP２8は，PDGF-A，BのmRNA発現が抑制され
たが，C，Dに関して有意差を認めなかった。実験
③において，qRT-PCRの実験では，同じ日齢のFL
と比較してKOは，P 1 において神経細胞のマーカー
であるMicrotubule-associatedprotein ２ （MAP ２ ）
のmRNAの発現が抑制されたが，P２8に関しては有
意差を認めなかった。同じジェノタイプのP 1 と比
較してP２8は，FL，KOのいずれにおいてもMAP ２
とproteolipidprotein 1 （PLP 1 ）のmRNAの 発 現
が 抑 制 さ れ た。ol igodendrocy te  l i neage
transcription factor ２ （Olig ２ ），glial fibrillary
acidicprotein（GFAP）のmRNA発 現 は 促 進 され
た。免疫組織化学の実験では，同じ日齢のFLと比
較してKOはP 1 において，MAP ２ ，神経前駆細胞
のマーカーであるdoublecortin（Dcx）陽 性 細 胞 の
割合が低下しているが，P２8に関しては有意差を認
めなかった。同 じジェノタイプのP 1 と 比 較 して
P２8は，FL，KOのいずれにおいてもMAP ２ 陽性細
胞の割合は低下していた。Dcxに関しては，FLに
おいて有意に低下しているが，KOに関しては有意
差を認めなかった。神経幹細胞のマーカーである
GFAP， オリゴデンドログリアのマーカーである
Olig ２ ，Sox1０に関しては，同じ日齢のFLと比較し
てKOは，P 1 ，P２8のいずれにおいても，陽性細胞
の割合に有意差を認めず，同じジェノタイプのP 1
と比較してP２8では有意に増加していた。神経幹細
胞のマーカーであるNestinとオリゴデンドログリア
のマーカーであるPDGFR-αに関しては， ４ 群間に
有意差を認めなかった。成熟オリゴデンドロサイト
のマーカーであるglutathioneS-transferase-π に 関
しては，同じ日齢のFLと比較してKOは，P 1 ，
P２8のいずれにおいても，陽性細胞の割合に有意差
を認めず，同じジェノタイプのP 1 と比較してP２8
は有意に低下していた。まとめると，PDGFR-βの
発現量が最も多いのは，P 1 FLであり，PDGF-BB
の発現量はP 1 で高かった。神経細胞・神経前駆細
胞の割合が最も高かったのは，P 1 FLであった。
考　察
　実験結果よりPDGF-BB/PDGFR-βシグナルは，
未熟脳における神経細胞の分化の促進に関与するこ
とが示唆された。成熟脳に関しては，有意な関与を
示唆することができなかった。これは，実験結果よ
り，P 1 KOのDcx陽性細胞の割合がP２8FLと同程度
に 低 下 していたこと，FLにおいて，PDGFR-β と
PDGF-BBの発現がP 1 からP２8にかけて低下したこ
と，NSPCsの多分化能の中でも，特に神経細胞へ
の分化が，生後，老化に伴い低下するという報告を
併 せて 考 察 すると， 老 化 に 伴 い，PDGF-BB/
PDGFR-βシグナルが減少するためと考えられる。
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生活習慣病に対する和漢薬の効果に関する基礎的検討
渡辺　一海　和漢診療学講座（指導：嶋田　豊教授）
はじめに
　近年の高脂肪食の摂取・運動不足などの生活習慣
の変化により，メタボリックシンドロームの患者数
が増加しており，その予防策と治療法が急務となっ
ている。インスリン抵抗性は糖尿病だけでなく，高
血圧，肥満などのいわゆる生活習慣病の基盤となっ
ている重要な病態である。近年の研究より，脂肪組
織は余剰エネルギーを中性脂肪として蓄えるだけで
はなく，種々のアディポサイトカインを分泌する重
要な内分泌臓器であることが明らかとなり，その分
泌異常により骨格筋や肝臓でのインスリン抵抗性が
惹起されると考えられている。
　漢方方剤である黄連解毒湯と桂枝茯苓丸には動脈
硬化の進展抑制効果が1），大柴胡湯には血清脂質の
低下作用が２），当帰芍薬散には無症候性脳梗塞患者
における微小循環改善作用が３），八味地黄丸にはイ
ンスリン抵抗性の改善作用が４），防已黄耆湯には体
重減少効果や血清コレステロールの低下作用が５）そ
れぞれ報告されており，メタボリックシンドローム
の治療薬として期待されている。
　我々は第２６回和漢医薬学会において，肥満モデル
動物であるZuckerfattyratを用い， ６ 種類の和漢
薬（黄連解毒湯，桂枝茯苓丸，大柴胡湯，当帰芍薬
散，八味地黄丸，防已黄耆湯）の生活習慣病に対す
る効果を検討し，八味地黄丸の空腹時血清インスリ
ン低下能，桂枝茯苓丸と防已黄耆湯の血清LDL-コ
レステロール低下能を報告した。また，桂枝茯苓丸，
大柴胡湯，八味地黄丸，防已黄耆湯群が脂肪組織中
のTNF-αを，防已黄耆湯投与群が脂肪組織中の
IL- ６ を，有意に低下させることを報告した（投稿
準備中）。生活習慣病の進展には，内臓脂肪のみな
らず筋肉や肝臓など複数の臓器が複雑に関与してい
る事が知られている。今回は採取した組織を用い
て，筋肉組織内の炎症性サイトカイン発現量，肝脂
質沈着量，内臓脂肪組織の病理組織学的解析を追加
検討し，和漢薬の生活習慣病に対する作用機序の解
明を試みた。
材料および方法
　Zuckerfattyrat（雄， 7 週齢）を５６匹購入し，
Control群（標準飼料）と被検薬投与群に分けた。
被検薬投与群にはそれぞれ標準飼料に，株式会社ツ
ムラより購入した和漢薬エキス原末を 1 %混入した
特別飼料を与え，摂取した薬剤に応じて，黄連解毒
湯群，桂枝茯苓丸群，大柴胡湯群，当帰芍薬散群，
八味地黄丸群，防已黄耆湯群とした。1０週間の経口
投与後に，血液，肝，筋肉，脂肪組織を採取した。
グルコース 測 定 にはワコーグルコースCIIテスト
（和光純薬，大阪）を，血清インスリン測定にはラッ
トインスリン測定キット（森永生化学研究所，横
浜）を用いた。
　肝組織中の脂質沈着量の定量のために我々が過去
に報告した方法で検体を準備した６）。準備した検体
を 和 光 純 薬 のキット（コレステロールE-テストワ
コー，遊離コレステロールE-テストワコー，トリグ
リセライドE-テストワコー，NEFAC-テストワ
コー，和光純薬工業株式会社）を用いて分光光度計
で測定した。筋肉組織中のIL- ６ ，TGF-β 1 ，TNF-
α の 発 現 量 はBiosource社 のELISAキット（Rat
interleukinELISAkit，TGF- β 1 Multispecies
ELISAKit，RatTNF- α 　UltraSensitiveELISA
kit，BioSourceInternational，Inc.，CA）を用いて，
使用方法に準じて測定した。内臓脂肪組織の病理学
的スコアリングとして，脂肪細胞の腫大（肥満）の
程度を，1００倍， ３ 視野で測定し， 1 視野あたりの
平均脂肪細胞数で評価した。内臓脂肪壊死・炎症の
程度を1００倍， ３ 視野あたりのマクロファージ集簇
（crownlikestructure;CLS）数として評価した。
また，内臓脂肪のCLSにおけるIL- ６ とTNF-αの発
現の有無をそれぞれ抗IL- ６ 抗体（goatanti-mouse
IL- ６ antibody，R&DSystems，MN） および 抗
TNF- α 抗 体（rabbi t  ant i -mouse TNF- α
antibody，Monosan，Uden，Netherlands）を用い
た免疫染色を行って評価した。
　すべての連続変数は平均値±標準誤差で示し，各
和漢薬投与群が対照群との間に有意さが認められる
かをDunnett検定を用いて検討した。危険率 ５ %未
満を統計的に有意と判定した。
結　果
　筋肉組織内のTGF-β 1 ，TNF-αの発現量と，肝
脂質沈着量はいずれの和漢薬投与群も対照群との間
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に有意差を示さなかった。IL- ６ の発現量は測定感
度以下の個体が多く，評価することができなかっ
た。一方，内臓脂肪の病理組織学的評価では，黄連
解毒湯群のみ単位視野あたりの内臓脂肪数がコント
ロール群と比較して有意に高い値を示した。また，
単位視野あたりのCLS数はいずれの和漢薬投与群も
コントロール群と比較して有意に低値であった。
CLSを抗IL- ６ 抗体および抗TNF-α抗体を用いて免
疫染色したところ，いずれもCLSを構成するマクロ
ファージに一致して陽性所見が観察された。
考　察
　黄連解毒湯群で単位視野あたりの内臓脂肪数がコ
ントロール群と比較して有意に高い値を示したこと
から，黄連解毒湯は脂肪細胞の肥大化を防ぐ作用を
有する可能性が示唆された。
　crownlikestructure（CLS）とは，壊死した脂肪
細胞を取り囲むようにマクロファージが王冠様に集
簇した状態のことをいい，脂肪組織中のCLS数はし
ばしば脂肪組織における炎症の指標として使用され
ている7）。CLS数がいずれの和漢薬投与群において
もコントロール群と比較して有意に低い値を示した
ことと，CLSを構成するマクロファージに一致して
免疫染色で抗IL- ６ 抗体および抗TNF-α抗体が陽性
であったことから， ６ 種類の和漢薬は内臓脂肪にお
ける内臓脂肪の変性・壊死を防ぎ，炎症を抑制する
可能性が示唆された。
　以上の結果から， ６ 種類の和漢薬は，肥満・糖尿
病モデルラットにおいて，内臓脂肪細胞の変性・壊
死を防ぎ，マクロファージ遊走を制御することで内
臓脂肪組織の炎症を抑制する可能性が示唆された。
参考文献
1 ）SekiyaN.，KainumaM.,HikiamiH., et al.:
Oren-gedoku-toandKeishi-bukuryo-gan-ryo
inhibit theprogressionof atherosclerosis in
diet-induced hypercholesterolemic rabbits.
Biol.Pharm.Bull.２００５,;２8:２9４-２98,２００５.
２ ）山野繁，澤井冬樹，籠島忠ほか，他.：大柴胡湯
の血清脂質代謝および総頸動脈血流動態に対す
る効果.和漢医薬学雑誌　199４；11：３8-４３，
199４.
３ ）YangQ.,GotoH.,HikiamiH.,etal.:Effectsof
Toki-shakuyaku-san onmicrocirculation of
bulbar conjunctiva and hemorheological
factorsinpatientswithasymptomaticcerebral
infarction.Journalof.Trad.itionalMed. icines
２００４；２1：17０-17３,２００４.
４ ）古屋優里子，川喜多卓也，田島滋.：八味地黄丸
のインスリン非依存型糖尿病モデルマウスに対
するインスリン抵抗性改善効果.和漢医薬学雑
誌1999；1６：1２３-1２8，1999.
５ ）吉田麻美，高松順太，吉田滋ほか：，etal.内臓
肥満型糖尿病患者に対する防已黄耆湯の効果.
日本東洋医学雑誌1998；４9：２４9-２５６，1998.
６ ）FujimotoM.,TsuneyamaK.,KainumaM.,et
al.:Evidence-basedefficacyofKampoformulas
inamodelofnonalcoholic fatty liver.Exp.
Biol.Med.（Maywood）２００8 ;２３３: ３２8-３３7,
２００8.
7 ）FujimotoM.,TsuneyamaK.,ChenSY.,etal.:
Studyoftheeffectsofmonacolinkandother
constituents of red yeast rice on obesity,
insulin-resistance, hyperlipidemia，and
nonalcoholic steatohepatitisusing amouse
model ofmetabolic syndrome.Evid.Based
Complement. Alternat.Med. ２０1２ ;２０1２:
89２６97,２０1２.
39平成26年度富山大学研究医養成プログラム修了報告
異時性多発癌に対する分子病理学的研究
湯澤　真梨子　病理診断学講座（指導：井村　穣二教授）
要　旨
　異時性に発生した悪性腫瘍の診断において，それ
らが多中心性発生なのか臓器内転移なのかを形態像
のみで鑑別することは困難なことが多い。そこで，
腫瘍内で生じている遺伝子変異の差異からそれらが
鑑別可能か否か検討を行った。対象は膵体部癌の術
前診断のもと尾側膵切除術を行った後に，肝転移が
出現し，同病巣の切除施行後，再度，残存膵頭部に
腫瘤が指摘され，膵頭部切除術が行われた症例を用
いた。三病変とも組織形態像はいずれも同様の腺癌
から構成されていた。これらの組織像から，多中心
に発生したのか，臓器内転移なのか，さらに，肝転
移巣がいずれの病巣からの転移なのか鑑別は困難で
あった。そこで分子病理学的検索として膵癌の多く
で生じているK-rascodon1２の変異形式を探ったと
ころ，初発と肝転移巣は同様の変異様式であるのに
対し，残膵の腫瘍は異なった様式を示した。このこ
とより，膵内の二病変は多中心発生であり，肝転移
巣は初発病巣からの転移と最終的に診断された。こ
の様に形態像からでは鑑別困難であった異時性に発
生した悪性腫瘍において，分子病理学的検索を加え
ることで，多中心発生か否か診断し得ることが明ら
かになった。
はじめに
　近年膵癌は徐々に増加傾向にあるが根治切除を施
行されても再発死亡する為，予後は極めて不良な腫
瘍として代表されている。これらの症例では切除後
の再発部位としては，肝転移，局所再発，リンパ節
再発，腹膜播種などがあげられる。一方，切除後の
残膵に異時性に腫瘍が発生することは極く僅かであ
るが報告例があるものの，それらが膵内転移による
再発か，異時性に発生した多中心発症例であるか形
態像のみで鑑別することは困難である。今回，浸潤
性膵管癌の術後，肝転移を経て残膵に異時性に病変
が発見された症例を用いて分子病理学的に鑑別を
行った。
方法とおよび結果
1 ．症例
　症例は7０歳代の女性患者で各病巣を用いた。初発
病巣は膵体部に存在し，膵体部癌の疑いのもと膵体
尾部切除術が施行され，病理学的には浸潤性膵管
癌，pT 1 M ０ N ０ （StageⅠ）と診断された。術後
補助化学療法が追加されたが， 1 年後，肝転移が発
見され，区域切除が施行された。その後，残膵の頭
部に腫瘤を認め，二次性癌もしくは膵内転移の疑い
で残膵切除術が施行された。
２ ．病理組織学的検討
　初回病変は膵体尾部に位置し，腫瘤は境界が不規
則な充実性成分からなり，肝転移巣はS ３ 領域に境
界明瞭な充実性腫瘤を形成していた。膵頭部病変は
境界不明瞭な多結節癒合性腫瘤を形成した。組織学
的には ３ 病変とも，同様の管状構造を呈する浸潤性
膵管癌，中分化型管状腺癌に相当する像を呈してい
た。
３ ．分子病理学的検討
　各々の腫組織及び対照として非腫瘍部である脾腫
瘍組織ホルマリン固定パラフィン包埋切片（５０μ
m）より，当該部を用手で剥離し，ReliaPrep™FFPE
gDNAMiniprepSystemを用いてgDNAを抽出し
た。得られたgDNAを用い，K-rascodon1２に対す
るPCR増 幅 とMvaⅠ での 制 限 酵 素 処 理 による
RestrictionrestrictionFragmentfragmentLength
lengthPolymorphismpolymorphism（RFLP）と 高
解 像 度 融 解 曲 線 分 析（HighhighResolution
resolutionMeltingmelting:HRM）を行い，変異の
差違を確認した。
　PCR-RFLP解析では非腫瘍組織が野生型であった
のに対し，膵尾部腫瘍組織，肝転移巣及び膵頭部腫
瘍組織とも変異型を示していた。さらに，HRM解
析より膵尾部腫瘍組織と肝転移巣は同様の変異形式
を示すものの，膵頭部腫瘍組織では異なった変異形
式を示していた。
考　察
　浸潤性膵管癌におけるK-ras変異は9５%と高頻度
で，その中でもcodon1２に集中しており，これらの
臨床応用として膵液などを用いた早期診断が試みら
れている。本研究で用いた症例は初発の膵体部癌
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から肝転移巣の発生に1０ヶ月を，さらに残膵の膵頭
部癌の発生にはさらに ３ ヶ月を要していた。第 1 癌
と第 ２ 癌はK-rasの変異形式が同じであった為，第
２ 癌は第 1 癌の転移であると考えられる。一方，
HRM解析では第 1 癌と第 ３ 癌は異なった変異形式
を示したおり，新規の癌の発生，いわゆる多中心発
生癌と考える。
　一般的に，膵内に腫瘍が多発することがあるが，
その多くは膵管内乳頭粘液性腫瘍など良性の腫瘍が
殆どである。通常型膵管癌が膵内に多発する例は稀
とされながら，少数例，報告をみる。しかし，これ
らが多中心発生なのか，膵内転移なのか，これまで
明らかにされてこなかった。また，一部では残膵に
再発する膵癌の報告もあるが，可能性としてこれら
の症例も本例のように異時性に発生した多中心性癌
の可能性もある。
結　語
　膵尾部に発生した浸潤性膵管癌に，肝転移，そし
て異時性に腫瘍の発生を認めた一例を経験すると共
に，形態像のみから ３ 病変が各々独立した病変か，
あるいは同じクローンかの鑑別は困難であるが故
に，分子病理学的検索を行ったところ，各々が異
時・多中心性に発生したものと結論づけた。
　今後，従来の形態学的観察に分子病理学的検索を
追加することでこれまでの問題点が解決できる一助
となり得るものと思われる。
